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(57) Abrege : L' invention concerne une chambre de culture cellulaire a au moins deux membranes planes filtrantes a seuil de coupure 
different, delimitee par une enveloppe a axe de symetrie qui est formee d'une paroi laterale externe, de deux parois d'extremites et 
d' entrees et de sorties de milieux liquides dynamiques, ainsi qu'un bioreacteur contenant ladite chambre de culture pour la culture 
extracorporelle de cellules animales. 
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Chambre de culture cellulalre et bioreacteur pour la 
culture extracorporelle de cellules animales 

Domaine de 1^ invention 

5 

La presente invention concerne une chambre de culture 
cellulaire et un bioreacteur la contenant pour la culture 
extracorporelle de cellules animales. 

L' invention concerne plus particulierement une 

10 chambre de culture cellulaire a au moins deux membranes 
planes filtrantes a seuil de coupure different delimitee 
par une enveloppe a axe de symetrie et un bioreacteur qui 
permet la culture de cellules animales dans ladite chambre 
de culture tout en regulant et controlant 1' environnement 

15 dans lequel les cellules sont cultivees. 

La chambre de culture cellulaire et le bioreacteur de 
1' invention pour la culture extracorporelle de cellules 
animales permettent la culture de cellules animales dans 
des conditions steriles. 

20 L' invention s' applique a la production de cellules 

animales comme par exemple les cellules hematopoietiques, 
les cellules hepatiques, les cellules de la peau {appelees 
les keratinocytes) , les cellules de pancreas, les cellules 
nerveuses organisees ou non en structure tissulaire dans 

25 un but therapeutique. 

Etat de la technique 

La transplantation d'organe, de tissus ou de cellules 
representant une avancee technologique medicale 

30 considerable, un vif interet economique s'est • par 
consequent developpe pour la realisation de bioreacteurs 
destines a la culture de cellules animales dans un but 
therapeutique soit en greffant lesdites cellules, soit en 
les utilisant dans des dispositifs externes interfaces 

35 avec le patient comme moyens palliatifs a une deficience 
organique, 

Un inconvenient majeur des bioreacteurs actuels 
destines ^ la culture des cellules eucaryotes reside dans 
le transfert de masse, c'est-a-dire le transfert de masse 
40 des nutriments et de I'oxygene dissout jusqu'aux cellules 
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eucaryotes, du fait que ces cellules sont fragiles et 
qu'elles sont detruites par le stress mecanique genere par 
1' agitation du milieu pour I'aerer. 

Le brevet americain n° 6,048,721 decrit un 
5 bioreacteur pour la croissance et le maintien ex vivo de 
cellules mammif eres . Dans ce bioreacteur, la chambre de 
culture discoldale est delimitee par un lit planaire de 
cellules et une membrane permeable aux gaz et impermeable 
au liquide. Le milieu nourricier perfuse dans le 

10 compartiment inferieur du bioreacteur se diffuse 
radialement et I'air insuffle dans le compartiment 
superieur oxyg^ne le milieu. Selon le mode de 
f onctionnement de ce bioreacteur, le milieu charge des 
dechets generes par la culture des cellules part a 

15 I'egout. La recuperation des cellules apres culture se 
fait selon un traitement enzymatique* Dans ce type de 
dispositif, l^epaisseur de la chambre de culture risque 
d'induire un gradient de pression partielle en oxygene qui 
est peu adapte a une bonne viabilite cellulaire. 

20 L' inconvenient des bioreacteurs connus de I'art 

anterieur et destines a la culture des cellules eucaryotes 
reside dans le fait que ces bioreacteurs fonctionnent en 
perfusion continue de leur chambre de culture, le flux du 
milieu nourricier n'est pas recupere et est directement 

25 deverse a I'^egout augmentant de fagon consequente le prix 
de revient de la culture. 

Or, pour la culture de cellules animales, telles que 
par exemple les cellules hematopoietiques ou les cellules 
hepatiques, un flux nourricier riche en facteurs de 

30 croissance s'avere indispensable pour permettre la 
multiplication et la dif f erenciation desdites cellules. 
Lesdits facteurs de croissance etant extremement couteux, 
le f onctionnement d'un bioreacteur ne permettant pas de 
recycler ces facteurs represente un cout financier 

35 considerable, incompatible dans I'optique d' une 
exploitation clinique. 

La presente invention a pour but de remedier a tous 
ces inconvenients . 
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Objet de 1^ invention 

Le but de la pr6sente invention est de creer " une 
chambre de culture et un bioreacteur pour la culture 
extracorporelle de cellules animales, permettant de 
5 conserver 1' homeostasie du milieu environnant les cellules 
cultivees et ainsi leur permettre de proliferer dans les 
meilleures conditions possibles. 

Pour parvenir a ce but, 1' invention developpe les 
objectifs ci-apres exposes. 
10 Un objet de 1' invention est de maintenir une bonne 

viabilite cellulaire au sein de ladite chambre de culture 
et du bioreacteur, et ceci en fournissant d'une part aux 
cellules du milieu de culture un apport nutritionnel en 
quantite suffisante et en evacuant d' autre part les 
15 »dechets et les inhibiteurs generes pour permettre une 
croissance de la population cellulaire. 

Un autre objet de 1' invention est de pouvoir recycler 
les facteurs de croissance du milieu tout en evacuant du 
milieu de culture suffisamment de dechets cellulaires et 
20 de realiser ainsi 1' optimisation economique de la culture 
des cellules. 

Un autre objet de I'' invention est de pouvoir 
effectuer un transfert de gene cible sur les cellules 
cultivees . 

25 Un autre objet de 1' invention est de maintenir les 

proprietes physico-chimiques du milieu de culture 
cellulaire en depit de la perturbation induite par la 
croissance cellulaire . 

Un autre objet de la presente invention est de 

30 garantir la sterilite, I'asepsie de la chambre de culture 
et du bioreacteur, et en particulier pendant toute la 
duree de la culture cellulaire, 

Un autre objet de 1' invention est de recuperer les 
cellules cultivees au sein de la chambre de culture et du 

35 bioreacteur de 1' invent ion . 

Sommaire de 1^ invention 

La presente invention est basee sur I'' observation 
qu'une chambre de culture et un bioreacteur pour la 
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culture extracorporelle de cellules animales pouvaient 
remedier aux differents inconvenients mentionnes ci-dessus 
s'ils permettaient a la fois de maintenir une bonne 
viabilite cellulaire des cellules cultivees tout en 
5 recyclant les facteurs de croissance du milieu, assurant 
ainsi un bon niveau de proliferation cellulaire. 

Ainsi, 1' invention a pour objet une chambre de 
culture pour la culture extracorporelle de cellules 
animales, delimitee par une enveloppe a axe de symetrie 
10 qui est formee d'une parol laterale externe, de deux 
parois d' extremites et d' entrees et de sorties de milieux 
liquides dynamiques, cette chambre etant caracterisee par 
le fait qu' elle comporte : 

a) au moins deux membranes planes filtrantes a seuil de 
15 coupure different, perpendiculaires a I'axe de 

symetrie ; 

b) entre les membranes, un moyen formant support de 
culture biocompatible permettant 1' adhesion des 
cellules en etat de culture ; 

20 c) deux parois d'extremites constituant des moyens de 
distribution des milieux liquides dynamiques ; 
d) trois couples d' entrees et de sorties des milieux 
liquides dynamiques (Fl, F2, F3) , destines a alimenter 
la chambre de culture des cellules et a extraire 

25 selectivement les cellules cultivees, les dechets 

resultant de leur culture et les nutriments en exces, 
deux des couples etant, pour chacun d' entre eux, 
connectes entre I'une des parois d'extremites et l^une 
des membranes, le troisieme etant connecte entre les 

30 deux membranes planes filtrantes. 

invention a egalement pour objet un bioreacteur 
pour la culture extracorporelle de cellules animales 
comprenant une chambre de culture, delimitee par une 
35 enveloppe a axe de symetrie formee d'une parol laterale 
externe, de deux parois d'extremites et d' entrees et de 
sorties de milieux liquides dynamiques et comprenant des 
moyens de circulation desdits milieux dans ladite chambre, 
ce bioreacteur etant caracterise en ce qu'il comporte : 
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a) une chaiabre de culture desdites cellules comportant au 
moins deux membranes planes filtrantes a seuil de 
coupure different, perpendiculaires a 1 ' axe de symetrie 
5 et qu'entre lesdites membranes a seuil de coupure 

different se situe un moyen formant support de culture 
biocompatible permettant 1' adhesion des cellules en 
etat de culture, ladite chambre etant delimitee par une 
enveloppe a axe de symetrie comprenant deux parois 

10 d'extremites constituant des moyens de distribution des 

milieux liquides dynamiques et trois couples d' entrees 
et de sorties des milieux liquides dynamiques Fl, F2, 
F3, destines a alimenter la chambre de culture des 
cellules et a extraire selectivement les cellules 

15 cultivees, les dechets resultant de leur culture et les 

nutriments en exces, dont deux des couples sent, pour 
chacun d'entre eux, connectes entre I'une des parois 
d'extremites et I'une des membranes, le troisieme etant 
connecte entre les deux membranes filtrantes ; 

20 b) des moyens de circulation du premier milieu liquide 
dynamique Fl selon un circuit en boucle fermee et un 
vase d' expansion Rl contenant ledit milieu, ces moyens 
etant relies a ladite chambre de culture ; 

c) des moyens de circulation du deuxieme milieu liquide 
25 dynamique F2 selon un circuit en boucle fermee ou en 

boucle ouverte suivant la fonction attribuee audit 
milieu et un reservoir R2 contenant ledit milieu, ces 
moyens etant relies a ladite chambre de culture ; 

d) des moyens de circulation du troisieme milieu liquide 
30 dynamique F3 selon un circuit en boucle ouverte et un 

reservoir R3 contenant ledit milieu, ces moyens etant 
relies a ladite chambre de culture ; 

e) des moyens de controle de regulation et de 
conditionnement des milieux liquides dynamiques, relies 

35 a un bloc de regulation-commande . 

L' invention sera mieux comprise grace a une 
description illustrative non limitative de la chambre de 



wo 02/06441 



PCT/FROl/02358 



-6- 

culture et du bioreacteur comprenant ladite chambre au 
moyen des figures c±-apres enoncees : 

La figure 1 represente une vue schematique d' une 
5 chambre de culture cellulaire delimitee par une 

enveloppe a axe de symetrie de forme hexagonale. 
La figure 2 represente schematiquement la 
circulation dynamique des milieux liquides Fl et 
F3 pour un gradient de pression pl>p3 en « phase 

10 descendante » au sein de la chambre de culture 

d'un bioreacteur de 1' invention, dans laquelle le 
moyen formant support de culture biocompatible 
entre les deux membranes a seuil de coupure 
different est un lit de macrosupports . 

15 - La figure 3 represente schematiquement la 

circulation dynamique des milieux liquides Fl et 
F3 pour un gradient de pression p3>pl en « phase 
ascendante » au sein de la chambre de culture d'un 
bioreacteur de I'' invention, dans laquelle le moyen 

20 formant support de culture biocompatible entre les 

deux membranes a seuil de coupure different est un 
lit de macrosupports. 

La figure 4 represente schematiquement un gradient 
de pression pl>p3 en « phase descendante » au sein 
25 de la chambre d'un bioreacteur. 

La figure 5 represente schematiquement un gradient 
de pression p3>pl en « phase ascendante » au sein 
de la chambre de culture d'un bioreacteur selon 
1' invention. 

30 - La figure 6 represente un schema de montage d'un 

bioreacteur ou le bloc de regulation-commande 
n'est pas represente. 
- La figure 7 represente schematiquement la 
circulation dynamique des milieux liquides Fl et 

35 F3 pour un gradient de pression pl>p3 en "phase 

descendante" au sein de la chambre de culture d'un 
bioreacteur de 1' invention, dans laquelle le moyen 
formant support de culture biocompatible, est une 
membrane filtrante, dite de culture. 
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La figure 8 represents schematiqueitient la 
circulation dynamique des milieux liquides Fl et 
F3 pour un gradient de pression p3>pl en "phase 
ascendante" au sein de la chambre de culture d'un 
5 bioreacteur de 1' invention, dans laquelle le moyen 

formant support de culture biocompatible est une 
membrane filtrante, dite de culture, 

10 Description detaillee de 1^ invention 

L' invention concerne une chambre de culture 
cellulaire a axe de symetrie^ renfermant a la fois les 
cellules et le milieu de culture comportant au moins deux 

15. membranes filtrahtes a seuil de coupure different et un 
moyen formant un support de culture biocompatible place 
entre deux des membranes planes filtrantes a seuil de 
coupure different, ladite chambre etant delimitee par une 
enveloppe a axe de symetrie formee d'^une parol laterale 

20 externe et de deux parois d' extremites . 

La premiere membrane, dite membrane d' alimentation a 
un seuil de coupure choisi dans I'intervalle allant de 
0,01|Lim a 7fam qui permet les echanges biochimiques au sein 
de la chambre de culture en autorisant le passage des 

25 molecules du milieu nourricier telles que les proteines et 
les macromolecules, tout en realisant un confinement 
cellulaire empechant les cellules cultivees de quitter la 
zone d' homeostasie et empechant egalement le passage des 
particules contaminantes en servant notamment de barriere 

30 aux bacteries pouvant contaminer ladite chambre. 

Une autre membrane filtrante, dite membrane de 
dialyse, a un seuil de coupure d' au plus 15 KiloDalton 
(KDa) et autorise quant a elle le confinement moleculaire 
de toutes les molecules ayant une masse moleculaire 

35 superieure a 15 KDa. La presence de cette membrane 
filtrante au sein de la chambre de culture permet de 
definir avec la premiere membrane un espace de confinement 
des cellules de culture. Des iors, la membrane plane 
filtrante a seuil de coupure d'' au plus 15 KDa confine les 
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cellules en culture dans la chambre de culture, ainsi que 
les facteurs de croissance et les grosses proteines. 

Selon une caracteristique de 1'' invention, au moins 
- I'une des membranes a un seuil de coupure compris 
5 pref erentiellement entre 0,2 jiin et 4 jxm et 1' autre un 
seuil de coupure pref erentiellement compris entre 10 et 
12 KDa. 

Selon 1' invention, le nombre de membranes presentes 
dans la chambre de culture peut etre super ieur a deux. 
10 Dans ce cas, les membranes supplementaires ont des seuils 
de coupure adaptes a ceux des deux membranes precitees. 

Selon 1' invention, les membranes planes filtrantes a 
seuil de coupure different au sein de la chambre de 
. culture cellulaire sont disposees perpendiculairement par 
15 rapport a I'axe de symetrie de ladite chambre de culture. 

Selon 1' invention, les deux membranes planes 
filtrantes a seuil de coupure different peuveht etre des 
membranes minerales ou organiques. A tit re d'exemple, on 
peut citer des membranes constitutes de polymeres 
20 organiques biocompatibles, de cellulose ou de polysulfone. 

De plus, ces deux membranes filtrantes sont distantes 
I'une de 1' autre d' au plus environ 25 mm et 
pref erentiellement d'au plus 20 mm, distance qui s'avere 
favorable a un bon developpement des cellules puisqu'elles 
25 sont pratiquement tou jours en contact avec les sources de 
nutriments et d'oxygene. 

Entre les deux membranes filtrantes a seuil de 
coupure different est place le moyen formant support de 
culture biocompatible permettant 1' adhesion des cellules 
30 en etat de culture. 

L'un des moyens formant support de culture 
biocompatible, selon 1' invention, peut etre un lit de 
macrosupports biocompatibles constitue de particules de 
35 tallies diverses pouvant etre eventuellement agglomerees 
en un bloc continu par frittage d' elements granulaires. Ce 
lit peut avoir une epaisseur au plus egale a la distance 
entre les deux membranes filtrantes a seuil de coupure 
different. Ledit lit de macrosupports joue d'une part un 
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role de support des cellules en etat de culture at d' autre 
part un role mecanique de maintien de I'espace de 
confinement cellulaire amenage entre les deux membranes 
filtrantes a seuil de coupure different. Suivant le type 
5 de cellules cultivees au sein de la chambre de culture de 
1' invention, le type de macrosupports biocompatibles sera 
choisi de fagon appropriee et de taille adequate. 

Les macrosupports mis en oeuvre entre les deux 
membranes de la chambre de culture peuvent avoir une forme 

10 cylindrique ou spherique ou encore polyedrique tel que par 
exemple des blocs massifs usines. . 

Selon 1' invention, les macrosupports peuvent etre 
d'origine minerale (tel que, par exemple, le corail) , 
d'origine metallique (tel que le titane et ses alliages 

15 par exemple) ou encore formes de polymeres biocompatibles. 

A titre illustratif, dans le cas d'une culture de 
cellules hematopoietiques en vue d'une application pour 
une greffe de moelle osseuse d' une part et dans le cas 
d'une culture d' osteoblastes dans un but de reconstruction 

20 osseuse d' autre part, les macrosupports peuvent etre des 
microbilles de corail. De telles billes de corail de 
granulometrie souhaitee s'averent etre des macrosupports 
appropries pour les applications mentionnees ci~dessus du 
fait notamment de leur aptitude a etre colonisees par les 

25 progeniteurs hematopoietiques. Dans le cas des precurseurs 
osseux, les billes de corail peuvent etre de plus 
metabolisees, ce qui favoriserait leur utilisation en 
chirurgie reconstructrice . 

Alors que, par exemple, dans le cas d'une culture de 

30 cellules hepatiques en vue d'une application de 
detoxication sanguine ex-vivo d' un patient hepato- 
insuffisant par une biomasse extracorporelle 
d' hepatocytes, les macrosupports les plus adaptes peuvent 
etre des billes de polyamides, par exemple en nylon®, des 

35 billes de polymeres f lucres, par exemple en teflon®. 

Ainsi, la presence de macrosupports entre lesdites 
membranes et le fait que la membrane filtrante a seuil de 
coupure d' au plus 15 KDa n'autorise pas le passage des 
cellules en culture de meme que celui des facteurs de 
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croissance, permettent le confinement des cellules en 
culture, qui adherent aux dits macrosupports 
biocompatibles, dans cet espace de confinement cellulaire 
situe entre les deux membranes a seuil de coupure 
5 different. 

Un autre moyen formant support de culture 
biocompatible selon 1* invention, peut etre une membrane 
filtrante dite de culture M2 ayant des caracteristiques 
10 particulieres la distinguant des autres membranes 
precedemment evoquees, c'est-a-dire la membrane filtrante 
dite d' alimentation a seuil de coupure dans I'intervalle 
allant de 0,01 yim a 7 ]am et la membrane dite de dialyse a 
seuil de coupure d'au plus 15 KDa. 

15 

Cette membrane de culture, placee entre les deux 
membranes precitees, peut reposer sur la membrane dite de 
dialyse a seuil de coupure d'au plus 15 KDa. 

20 Ladite membrane de culture peut etre une membrane 

d'origine minerale ou organique, dont la composition peut 
varier selon les differents types de culture et les 
conditions de culture. 

25 Ainsi, la membrane dite de culture, sur laquelle 

peuvent se multiplier les cellules de culture, peut etre 
modifiee par greffage de substrats ou par cocultures de 
cellules . 

30 A titre d'exemples illustratifs non limitatifs, 

divers types de modifications peuvent etre mentionnes, qui 
sont : 

- la fixation de ligands pour les molecules d' adherence 
35 de types glycoproteines, 

- ou bien la fixation d'anticorps. 
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- ou encore la formation d'un substratum a partir d'un 
premier type cellulaire qui constitue la premiere 
culture de cellules adherentes, operee dans un autre 
bioreacteur ou en culture classigue, puis apres 

5 transfert dans la chambre de culture dudit substratum, 

mise en place d*un deuxieme type cellulaire, et 
optimisation des conditions de la coculture, Toutefois, 
la formation dudit substratum peut se faire aussi dans 
la chambre de culture selon 1' invention a partir d'un 

10 premier type cellulaire, suivie du ringage dudit 

substratum, de la mise en place d'un deuxieme type 
cellulaire et de 1 ' optimisation des conditions de 
cocultures • 

15 - ou bien la fixation de molecules proteiques. 

La membrane de culture qui est egalement filtrante a 
un seuil de coupure choisi dans I'intervalle allant de 
0, 01 ]am a 7 pm. 

20 

Dans le cas de la mise en oeuvre d'une telle membrane 
dite de culture comme moyen f ormant support de culture 
biocompatible selon 1' invention, placee entre les 
membranes filtrantes dite d' alimentation a seuil de 

25 coupure choisi dans I'interyalle allant de 0,01 jim' a 7 jam 
et dite de dialyse a seuil de coupure d'au plus 15 Kda, 
ces deux dernieres membranes peuvent etre soutenues par 
des supports a mailles appropriees laissant passer les 
milieux liquides dynamiques Fl, F2, et F3 destines a 

30 alimenter la chambre de culture des cellules et a extraire 
selectivement les cellules cultivees, les dechets 
resultant de leur culture et les nutriments en exces. 

Selon la necessite, lesdits supports a mailles 
35 destines a soutenir les membranes precitees peuvent etre 
places au contact de I'une ou 1' autre face, ou des deux 
faces desdites membranes, ainsi gu'au contact de 1 ' une 
et/ou 1 ' autre face de la membrane de culture. 
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La chambre de culture cellulaire comme precedemment 
evoquee comporte une enveloppe a axe de symetrie formee 
d'une parol laterale externa et de deux parois 
d' extremites que I'on peut assimiler a deux fonds plats 
5 situes a chacune des extremites de ladite parol laterale, 

Cette enveloppe a axe de symetrie peut etre 
constltuee par exemple d' un materiau polymere 
biocompatible ou d' acier inoxydable. A tltre de materlaux 
polymeres biocompatibles, on peut citer par exemple les 
10 polyolef ines, les polyamides, les polyesters, ou les 
polymeres f lucres et autres. 

L' alimentation de la chambre de culture en milieux 
liquides dynamiques est realisee de fa?on homogene du fait 
15 de 1' excellence de la repartition par les faces internes 
des parois d' extremites de 1' enveloppe et de la 
distribution desdlts milieux au sein de ladite chambre 
grace a des entrees et des sorties de ces milieux 
j udicieusement placees . 

20 

Les faces Internes des deux parois d' extremites 
constituent, selon 1' invention, des moyens de distribution 
des milieux liquides dynamiques. 

25 Selon un premier type, les faces internes des parois 

d' extremites de 1' enveloppe a axe de symetrie sont lisses, 
de telle sorte que la repartition des milieux liquides 
dynamiques d' alimentation de la chambre de culture au 
contact des membranes d' alimentation et de dyalise, peut 

30 s'effectuer d'une mani^re homogene et naturellement sans 
contrainte . 

Selon un deuxieme type, qui assure une alimentation 
organisee de la chambre de culture, en milieux liquides 
35 d' alimentation, au contact des membranes d ' alimentation et 
de dlalyse, les faces internes des deux parois 
d' extremites de 1' enveloppe a axe de symetrie sont 
pourvues de strles de distribution permettant d'allmenter 
ladite chambre de culture par deux des trois milieux 
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liquides dynamiques. Ces stries de distribution 
constituent un reseau principal de stries dites 
principales. Ce reseau principal de stries situe sur la 
face interne de chacune des deux parois d' extremites, en 
5 regard de I'espace de culture cellulaire, peut etre 
divergent a partir de la tubulure d' entree amenagee dans 
ladite parol. 

Selon 1' invention, le reseau principal de stries 
.dites principales, aussi appele reseau de distribution 

10 permet une repartition homogene des deux milieux liquides 
dynamiques, qui sont achemines vers la chambre de culture 
par 1' intermediaire de conduits biocompatibles dont la ou 
les extremites sont connectees au niveau des parois 
d' extremites . Le nombre de stries de distribution situees 

15 sur la face en regard de I'espace de culture cellulaire de 
chacune des deux parois d' extremites est def ini de maniere 
a obtenir une bonne dispersion du milieu liquide dynamique 
dans la chambre de culture et sera determine en fonction 
de la forme de I'enveloppe a axe de symetrie 

20 Ledit reseau principal est complete par un reseau 

secondaire, forme de stries dites secondaires, moins 
profond et de direction sensiblement orthogonale par 
rapport au reseau principal de fagon a favoriser la 
circulation entre les zones de distribution delimitees par 

25 le reseau principal. Ainsi, les stries secondaires du 
reseau secondaire sont sensiblement perpendiculaires aux 
stries du reseau principal. Ce reseau secondaire peut voir 
son espacement varier de telle sorte que les stries 
secondaires soient plus rapprochees et plus nombreuses du 

30 cote oppose a 1' entree du flux de milieu pour faciliter le 
drainage et 1' evacuation dudit milieu. 

Deux stries adjacentes du reseau principal 
constituent une zone de distribution et deux stries 
adjacentes du reseau principal recoupees par deux stries 

35 adjacentes du reseau secondaire constituent une alveole de 
distribution . 

Les reseaux principal et secondaire ferment un fin 
reseau "quadrille" de propagation des milieux liquides 
dynamiques. L' ensemble de ces deux reseaux peut par 



wo 02/06441 



PCT/FROl/02358 



-14- 

exemple former un r6seau maille du type en forme de 
gauf re. 

Le reseau principal etant situe sur la face en regard 
de I'espace de culture cellulaire, possede une certaine 
hauteur et une certaine largeur que I'homme du metier est 
tout a fait a ineme de pouvoir definir, sachant que le 
reseau de stries doit etre au contact de la membrane plane 
filtrante pour assurer la cohesion de 1' ensemble. En 
effet, le volume menage par 1' ensemble solidaire du reseau 
de stries et de la membrane forme le quadrillage de 
distribution du flux liquidien qui peut representer 
environ 50% de la surface de la membrane. 

Ainsi, par exemple, le reseau principal peut §tre 
constitue de stries principales ayant une profondeur d'au 
plus 5 mm et une largeur d'au plus 2 ram, le pas compris 
entre deux stries adjacentes dudit reseau principal 
pouvant etre d'au plus 2 mm. De meme, le reseau secondaire 
peut etre constitue de stries secondaires ayant une 
profondeur d'au plus 2 mm et une largeur d'au plus 2 mm, 
le pas compris entre deux stries adjacentes dudit reseau 
diminuant progressivement depuis le cote d' entree du flux 
de milieu vers la sortie dudit flux de milieu. De ce fait, 
dans sa partie distale -c'est a dire du cote de la sortie 
du milieu- le pas du reseau secondaire sera d'au plus 
2 mm. 

Des lors, les parois d'extremites peuvent etre 
envisagees comme realisant un fin motif d'' alveoles par 
exemple de type gaufre sur lequel les membranes a seuil de 
coupure different viennent prendre appui ou sont collees 
par une colle biocompatible de type colle polymere. 

Quant a I'enveloppe a axe de symetrie de la chambre 
de culture, elle est formee d'une parol laterale externe 
et de deux parois d' extremites . 

La parol laterale externe peut etre formee d'au moins 
trois trongons de meme section, chacun ayant une hauteur 
adequate, qui peut etre identique. Ces au moins trois 
trongons de parol constituent les parois externes d'au 
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moins trois modules superposables (CI, C2, C3) , dont deux 
(CI et C3) regoivent les parois d' extremite de I'enveloppe 
a axe de symetrie de la chambre de culture, le troisieme 
module (C2), intercale entre les deux precedents, recevant 
5 a 1 ' une de ses extremites la membrane plane filtrante (Ml) 
dite d ' alimentation a seuil de coupure compris dans 
I'intervalle allant de 0,01 pm a 7 pm et son autre 
extremite, la membrane plane filtrante dite de dialyse a 
seuil de coupure d'au plus 15 KDa. 

10 

Ces au moins trois modules sont superposables et sont 
relies les uns aux autres de maniere etanche grace ^ des 
joints d' etancheite, par un moyen de fixation approprie, 
tel que, par exemple, par collage, montage mecanique par 
15 vis ou autre. 

La forme de I'enveloppe a axe de symetrie de la 
chambre de culture selon 1' invention peut etre choisie de 
fagon appropriee pour faciliter par exemple un empilement 

20 de plusieurs chambres de culture sur un support. L'homme 
du metier est a meme de choisir la forme de I'enveloppe a 
axe de symetrie de ladite chambre de culture selon 1' usage 
qu' il en sera fait. A titre d' exemple, on peut envisager 
une enveloppe a axe de symetrie, a section de forme 

25 circulaire ou polygonale. 

II convient de souligner qu'un empilement de modules 
pour chambres de culture peut etre realist a la condition 
que lesdits modules aient la meme forme pour obtenir un 
empilement stable de ces modules sur un support adequat . 

30 Par exemple, selon un mode d' execution d'une chambre 

de culture par empilement de plusieurs modules, une forme 
par exemple hexagonale peut faciliter 1' empilement 
successif de ces modules sur un socle approprie possedant 
par exemple six colonnes. Dans ce cas, les six colonnes du 

35 socle jouant le role de support pour 1' empilement de ces 
modules peuvent egalement servir par exemple de conduits 
d' alimentation et d' evacuation des milieux liquides 
dynamiques . 
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Quant a 1' alimentation en milieux liquides dynamiques 
de la chambre de culture selon 1' invention, elle est 
realisee par un systeme a trois milieux liquides 
dynamiques, a savoir un systeme a trois flux de milieux 
5 distincts (figures 1 a 8) . 

Un premier milieu liquide dynamique (Fl) , entrant et 
sortant par des tubulures biocompatibles connectees sur la 
parol laterale du module (CI) proche d'une des parois 

10 d'extremites de I'enveloppe a axe de symetrie (par exemple 
la parol d' extremite superieure) alimente le milieu de 
culture en milieu nutritif (encore appele milieu 
nourricier riche) , ce milieu etant riche en facteurs de 
croissance. Ce premier milieu liquide dynamique est 

15 compose d' elements necessaires k la culture des cellules 
tels que par exemple de proteines^ d' oligo-elements, de 
glucose, d' eau et de facteurs de croissance, et alimente 
le milieu de culture en milieu nutritionnel frais. 

20 Un deuxieme milieu liquide dynamique (F2) entrant et 

sortant par des tubulures biocompatibles connectees sur la 
parol laterale externe du module (C2) formant une partie 
de I'enveloppe a axe de symetrie de la chambre de culture 
peut presenter trois fonctions distinctes selon les usages 

25 qui en seront faits. 

Selon une premiere fonction, ce deuxieme milieu 
liquide dynamique (F2) , entrant par une tubulure 
biocompatible connectee au niveau de la parol laterale de 
la chambre de culture du module (C2) , sert a introduire 

30 dans ledit module de ladite chambre les cellules destinees 
a etre cultivees et a recuperer lesdites cellules 
cultivees au sein dudit module de la chambre apres leur 
culture (cellules hematopoletiques ou cellules hepatiques 
par exemple) . 

35 Selon une deuxieme fonction, ce deuxieme milieu 

liquide dynamique peut jouer le role de transfert de 
genes. En effet, lors de 1' introduction des cellules de 
culture en suspension dans le module (C2) de la chambre de 
culture par 1' intermediaire de ce deuxieme milieu liquide 
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dynamique, des particules virales contenues dans ledit 
milieu liquide peuvent se fixer aux cellules en suspension 
au niveau de leurs membranes et permettre ainsi le 
transfert de genes desire. Ce deuxieme flux de milieu peut 
5 permettre d' obtenir les cellules de culture souhaitees, 
genetiquement modifiees, que I'on desire cultiver. Ce 
milieu transporte en effet les vecteurs de transfert 
genique et permet leur mise en contact avec les cellules 
.afin d'etablir une fusion membranaire entre la cellule 

10 cible et le vecteur de transfert de gene. Ces vecteurs de 
transfert genique sont de toute nature. A titre 
d' illustration, on peut citer les virus comme par exemple 
les adenovirus, les retrovirus, les liposomes, des 
complexes plasmidiques . 

15 Un tel inarquage des cellules (par 1' injection de 

vecteurs de transfert de gene) realise en dehors du corps 
humain peut permettre de cibler avec precision le tissu a 
modifier genetiquement. De plus, on peut utiliser par 
exemple un virus synthetique a usage unique pour cibler le 

20 transfert de gene sur une population cellulaire d'interSt 
therapeutique . Ce virus caracterise en ce que les genes 
codant pour I'enveloppe et ceux qui vehiculent 
1 ' information genet ique a proprement parler sont separes, 
est incapable de se reproduire a l*interieur des cellules 

25 apres . avoir transfere 1 ' information genetique souhaitee. 
Ainsi les risques de genese d'un virus recombinant a 
partir du virus synthetique utilise et d'un virus sauvage 
qui pourrait etre present chez le patient sont limites. 

Selon une troisieme fonction, ce deuxieme milieu 

30 liquide dynamique (F2) peut jouer le role de flux de 
ringage des macromolecules inhibitrices presentes au 
niveau de I'espace de confinement cellulaire. En effet, 
les cellules mises en culture peuvent avoir subi un stress 
avant leur recolte ou lors de leur traitement pre- 

35 inoculaire ou encore pendant leur inoculation dans la 
chambre de culture. Ce stress peut induire la production 
(par lesdites cellules) de proteines qui vont inhiber leur 
capacite a se multiplier en les faisant passer dans un 
etat de dormance, appele etat quiescent. Durant cet etat. 
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lesdites cellules ne sont plus en etat physiologique de 
repondre a la stimulation realisee par les facteurs de 
croissance, en se multipliant . 

Dans le cas des cellules hematopoletiques, on peut 
5 citer le stress « radio-induit » qui est provoque par une 
exposition a des rayonnements ionisants (volontaires a 
usage radiotherapeutique ou accidentelles ) et se traduit 
ulterieurement par un stress. Ce type de stress entralne 
la production d' inhibiteurs tels que par exemple le 

10 « Transforming Growth Factor-beta » ou le « Tumor Necrosis 
Factor-alpha ». Ces molecules inhibitrices etant des 
cytokines au meme titre que les facteurs de croissance 
apportes pour la culture de cellules hematopoietiques, 
elles sont done confinees par les membranes ^ seuil de 

15 coupure different de la chambre de culture. 

Pour effectuer une culture appropriee des cellules, 
il faut eliminer du milieu de culture et done de la 
chambre de culture ces molecules inhibitrices, Le deuxieme 
milieu liquide dynamique dans sa troisieme fonction sert 

20 des lors a rincer la zone de confinement cellulaire pour 
eliminer lesdites molecules inhibitrices, 

Un troisieme milieu liquide dynamique (F3) , entrant 
et sortant par des tubulures biocompatibles connectees sur 

25 la parol laterale du module (03) proche de la deuxieme des 
parois d' extremites de I'enveloppe a axe de symetrie (par 
exemple la parol d' extremite inferieure) alimente le 
milieu de culture en .milieu nutritif de base (encore 
appele milieu nutritif de base-regenerant-) . Ce milieu 

30 nutritif de base est un milieu nourricier totalement 
depourvu de facteurs de croissance. Un tel milieu de base 
est compose par consequent de glucose, d'eau, d'oligo- 
elements tels que par exemple des vitamines et des 
mineraux, de colorants pour evaluer le pH du milieu et de 

35 proteines de type albumine. 

Selon 1' invention, cette chambre de culture destinee 
a etre alimentee par le systeme a trois milieux liquides 
dynamiques distincts (Fl, F2, F3) (encore appele triple 
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flux) a pour caracteristique trois couples d' entrees et de 
sorties desdits milieux. Deux de ces couples (Fl, F3) 
sont connectes proches des parois d' extremites pour 
alimenter les modules (CI) et {C3) et permettre leur 
5 distribution au contact des membranes planes filtrantes a 
seuil de coupure different. Le troisieme couple (F2) est 
connecte a la parol laterals externe a un niveau se 
situant entre les deux membranes planes filtrantes a seuil 
^e coupure different, c'est-a-dire connecte sur le module 
10 (C2) . 

La disposition decalee de ces couples d' entrees et de 
sorties des milieux sur I'enveloppe delimitant la chambre 
de culture permet d' obtenir une homogeneite de 
distribution desdits milieux liquides au sein de ladite 

15 chambre (voir figure 1) . 

Selon les caracteristiques de 1' invention, les 
tubulures d' entrees et de sorties du systeme triple flux 
sont par consequent reparties de maniere appropriee sur 
I'enveloppe a axe de symetrie de la chambre de culture. 

20 Conformement a la figure 1, la tubulure biocompatible 

d' entree du premier flux notee EFl est connectee a un 
niveau proche de la parol d' extremite superieure de 
I'enveloppe de la chambre de culture, alors que la 
tubulure de sortie notee SFl du premier flux est egalement 

25 connectee sur la meme parol d' extremite mais a 1' oppose de 
la tubulure d' entree. 

La tubulure biocompatible d' entree du troisieme flux 
notee EF3 est quant a elle connectee a un niveau de la 
parol d' extremite inferieure de ladite enveloppe de telle 

30 sorte que cette tubulure soit connectee selon un angle 
d' environ 120 ^ par rapport a la tubulure d' entree du 
premier flux (EFl) nourricier riche en facteurs de 
croissance, pour permettre une bonne repartition desdits 
milieux au sein de la chambre de culture. Par ailleurs, la 

35 tubulure biocompatible de sortie de ce troisieme flux 
notee SF3 est egalement connectee sur la meme parol 
d' extremite mais a 1' oppose de la tubulure d' entree dudit 
flux (EF3) . 
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Conf ormement a la figure 1, la tubulure biocompatible 
d' entree du deuxieme milieu liquide dynamique notee EF2 
est connectee entre les deux membranes ' planes filtrantes 
notees (Ml) et (M3) , qui ont respectivement un seuil de 
5 coupure de 0,22 j^m et de 10 KDa, au niveau de la parol 
laterale externe de l^enveloppe selon un angle d' environ 
60 ° par rapport a la tubulure d' entree du premier flux 
(EFl) - La tubulure biocompatible de sortie notee SF2 quant 
a elle est connectee a 1' oppose de la tubulure d' entree 

10 dudit flux sur la parol laterale. 

En consequence, les trois couples d' entries et de 
sorties des milieux liquides dynamiques sont places dans 
trois plans verticaux passant par I'axe de symetrie de 
I'enveloppe, ces plans etant decales d'un angle d' environ 

15 60° entre la premiere entree et la deuxieme entree, et 
d'un angle d' environ 120** entre la premiere entree et la 
troisieme entree des milieux liquides dynamiques, les 
sorties desdits milieux liquides etant dans les memes 
dispositions angulaires . 

20 

La presente invention concerne egalement un 
bioreacteur comportant la chambre de culture cellulaire 
precedemment decrite. Cette chambre de culture, au moyen 
de ces trois couples d' entrees et de sorties des milieux 

25 liquides dynamiques, est reliee par des. conduits de 
liaison a des reservoirs d^ alimentation et/ou des 
reservoirs d' evacuation de ladite chambre. Le bioreacteur 
selon 1' invention comporte en outre des moyens de 
regulation des conditions de culture et de controle de 

30 transfert de masse desdits milieux liquides dynamiques, 
relies au bloc de regulation-commande dudit bioreacteur. 

Ainsi, ce bioreacteur comporte outre la chambre de 
culture « un bloc de regulation encore appele bloc de 
commande » qui permet le controle et la regulation du pH, 

35 de la concentration en oxygene et de la temperature du 
milieu de culture. Le « bloc de regulation-commande » peut 
gerer en automatique le f onctionnement complet du 
bioreacteur. Cette regulation est de type P.I.D. Numerique 
(regulation numerique Proportionnelle, Integrale et 
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Derivee) et les donnees renvoyees par les differentes 
sondes peuvent etre enregistrees et analysees par 
inf ormatique . 

Des lors, le bioreacteur de 1' invention contenant la 
5 chambre de culture mentionnee precedeininent, est organise 
en modules unitaires fonctionnels interchangeables 
dimensionnes pour une certaine valeur de transfert de 
masse ou d' energie (tels que, par exemple, des modules 
.d' aeration, des echangeurs thermiques) , constituant un 
10 ensemble modulaire redimensionnable par juxtaposition 
d' unites f onctionnelles identiques en serie et/ou en 
parallele, et est dote d'un bloc de regulation-commande 
programmable . 

Le bloc de regulation-commande regoit 1' ensemble des 

15 informations relatives aux milieux liquides dynamiques Fl, 
F2, F3, par les moyens de contr61e et de regulation, ainsi 
que les informations relatives aux divers reservoirs, 
pompes, vannes et pressions regnant dans les zones-modules 
CI, C2, C3 de la chambre de culture, les gere et emet les 

20 ordres de f onctionnement necessaires. 

De ce fait, il est possible de modifier a la demande 
les caracteristiques internes de la chambre de culture et 
de changer les parametres et les programmes de regulation 
concourant a 1' homeostasie du milieu afin de s' adapter au 

25 type cellulaire cultive. 

L' ensemble de regulation peut posseder egalement une 
cellule cristalline de mesure de spectre infrarouge, qui 
permet par deconvolution du spectre de reemission de 
mesurer la concentration de certains solutes dans le 

30 milieu de culture. II est alors possible de suivre « en 
ligne » et « en temps reel » les concentrations de glucose 
et de lactate. 

Ainsi, la temperature du milieu de culture peut etre 
fixee a une valeur de consigne comprise entre 30 et 38 "^C. 

35 Pendant la croissance cellulaire, le pH du milieu de 
culture peut etre fixe a une valeur de consigne comprise 
entre 6,5 et 7,7. Le bloc de regulation-commande permet 
aussi de regler le debit d'air et le taux de CO2 qui par 



wo 02/06441 



PCT/FROl/02358 



-22- 

sa dissolution donne I'amphotere HCO3" qui tamponne le 
milieu et concourt a la stabilite du pH* 

Selon I'une des caracteristiques du bioreacteur de 
1' invention, les tubulures d' entree et de sortie (de la 
5 chambre) du premier milieu liquide dynamique Fl sont 
reliees par des conduits de liaison a un reservoir Rl de 
milieu nourricier riche en facteurs de croissance selon un 
circuit en boucle fermee permettant le recyclaqe des 
facteurs de croissance necessaires au developpement des 
10 cellules en culture. Ce reservoir Rl peut jouer le role de 
vase d' expansion, 

Selon l^'une des caracteristiques de ce bioreacteur, 
ledit conduit de liaison entre la tubulure d' entree du 
premier milieu nourricier riche Fl de la chambre et ledit 
15 reservoir note Rl de ce milieu est equipe d'une pompe PI 
permettant de controler et d'ajuster le volume et le debit 
du milieu Fl circulant en circuit ferme dans la chambre de 
culture . 

La boucle fermee vehiculant le flux nourricier riche 

20 Fl dispose d' une mise a I'air qui se situe sur le vase 
d' expansion Rl, cette mise a I'air est munie d'un filtre a 
seuil de coupure de 0,22 |Lim garantissant I'asepsie du 
milieu. De meme, cette boucle est munie d' une electrovanne 
VI commandee par le bloc de regulation-commande 

25 programmable permettant 1' equilibrage de pression avec la 
pression atmospherique a la demande. Le vase d' expansion 
Rl est egalement muni de capteurs de niveau haut et de 
niveau bas de milieu liquide servant a declencher 
1' inversion de la circulation des fluides. 

30 Selon une autre caracteristique du bioreacteur de 

1' invention, la tubulure d' entree du troisieme milieu 
nourricier de base (EF3) de la chambre de culture est 
reliee par un conduit de liaison a un reservoir note R3 de 
ce milieu, et la tubulure de sortie (SF3) est reliee par 

35 un conduit a I'egout (compartiment de recuperation des 
dechets) . 

Selon 1' invention, le conduit de liaison relie a la 
tubulure d'^ entree du troisieme milieu liquide dynamique 
EF3 mentionnee ci-dessus est equipe d'une pompe P3 alors 
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que le conduit relie a la tubulure de sortie dudit flux 
est equipe d'une vanne V3 eventuellement pilotee par le 
bloc de regulation-commande, 1' ensemble permettant de 
regler et de controler le volume et le debit dudit 
5 troisieme milieu F3 circulant en circuit ouvert dans la 
chambre de culture. 

Selon 1' invention, un dispositif aerateur du milieu 
nourricier riche Fl et un dispositif aerateur du milieu 
nourricier de base F3 sont prevus surl'un et 1' autre des 

10 deux circuits en boucles fermee et ouverte places 
respectivement entre les entrees desdits milieux liquides 
dynamiques Fl et F3 dans la chambre de culture cellulaire 
et les reservoirs Rl et R3. 

Selon 1' invention, un echangeur thermique du milieu 

15 nourricier riche Fl et un echangeur thermique du milieu 
nourricier de base F3 sont prevus sur chacun des deux 
circuits en entrees desdits milieux liquides dynamiques Fl 
et F3 dans la chambre de culture cellulaire. 

Ces dispositif s permettent de maintenir 1' homeostasie 

20 de la chambre de culture en preconditionnant les flux de 
milieux qui y penetrent afin de ne pas faire entrer dans 
la chambre de culture un element de volume de milieu de 
culture pouvant induire une brutale perturbation de ses 
parametres physico-chimiques . 

25 Selon une autre caracteristique du bioreacteur de 

1' invention, la tubulure d' entree du deuxieme milieu 
liquide dynamique EF2 de la chambre de culture, situee au 
niveau de la parol laterale de I'enveloppe, est reliee par 
un conduit de liaison a un reservoir note R2 contenant le 

30 deuxieme milieu liquide dynamique choisi en fonction du 
role qui lui est attribue, a savoir soit alimenter la 
chambre de culture en cellules destinees a etre cultivees 
et a decharger ladite chambre apres culture, soit 
effectuer un transfert de genes, soit avoir un role de 

35 flux de ringage destine a decharger la chambre de culture 
des molecules inhibitrices des cellules a cultiver. 

Selon la fonction attribute au deuxieme milieu 
liquide dynamique de la chambre de culture, la tubulure de 
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sortie SF2, situee a 1' oppose de la tubulure d' entree EF2 
sur ladite parol, sera rellee : 

par un conduit de liaison a un reservoir de 

recuperation de cellules apres culture (a savoir 
5 une poche de recolte) ou a I'egout ( compart iment 

d' elimination des molecules inhibitrices) selon un 

circuit en boucle ouverte ou 

par un conduit de liaison a un reservoir contenant 
le milieu pourvu de vecteurs appropries de 
10 transfert de genes selon un circuit en boucle 

f ermee • 



Selon une autre caracteristique du bioreacteur de 
1' invention, un ou plusieurs modules fonctionnels 

15 echangeurs de milieux, encore appeles dialyseurs ou 
ultraf iltreurs, peuvent etre ajoutes pour purifier le 
milieu nourricier Fl en sortie de la . chambre de culture. 
Ce ou ces modules fonctionnels echangeurs de milieux sont 
situes a I'exterieur de la chambre de culture, montes en 

20 serie sur le conduit de liaison de sortie du circuit en 
boucle fermee du premier milieu nourricier Fl riche en 
facteurs de croissance et parcourus a centre courant par 
le milieu nourricier F3 de base en boucle ouverte. 

Dans le cas de 1 ' utilisation de deux modules 

25 fonctionnels connectes en serie de fa?on ad hoc sur la 
boucle fermee Fl, on peut utiliser deux seuils de coupure 
differents de, par exemple, 10 KDa et de 30 KDa. On peut, 
en injectant le flux issu du module 10 KDa dans le module 
de 30 KDa, et en recuperant le permeat -c'est a dire la 

30 fraction liquide qui a traverse la membrane a seuil de 
coupure 30 KDa- pour le reinjecter -dans la boucle Fl, 
realiser un fenetrage des proteines du milieu entre 10 et 
30 KDa qui correspond a la taille des facteurs de 
croissance . 

35 De tels modules fonctionnels additionnels peuvent 

s'averer utiles lorsque, par exemple, les facteurs de 
croissance sont produits par des cellules de support dans 
une premiere chambre de culture annexe, et que I'on desire 
conditionner ce milieu (c'est a dire recuperer les 
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facteurs de croissance produits, sans recuperer les 
dechets cellulaires generes par ces cellules de supports) 
pour pouvoir le reutiliser dans la boucle Fl afin de 
stimuler les cellules dites d'interet therapeutique 
5 presentes dans la chambre de culture principale, 

II convient de noter que le precede utilise pour 
cultiver des cellules hematopoietiques et/ou sanguines, 
peut utiliser des cellules de support dites cellules 
,stromales. Ces cellules stromales peuvent etre modifiees 

10 genetiquement de fagon a produire des cytokines humaines a 
des niveauxd' expression tels qu'ils peuvent subvenir pour 
partie aux besoins en cytokines de la culture. 

Par ailleurs, il convient de souligner que 
I'enveloppe a axe de symetrie permettant d'obtenir une 

15 hoiuogeneite de distribution des nutriments avec une 
dispersion optimale a I'avantage d'etre sterile au meme 
titre que tous les elements du bioreacteur en contact avec 
les cellules et le milieu de culture. En effet, la 
sterilisation du bioreacteur est realisee par autoclavage 

20 a 121 ""C pendant 20 minutes de 1' ensemble de I'appareil 
ainsi que des bouteilles de reservoirs. Les conduits de 
liaison, les reservoirs et autres elements d'etancheite 
sont realises en des materiaux biocompatibles pouvant 
supporter sans dommage une dizaine de cycles de 

25 sterilisation dans le cas d'une utilisation en 
laboratoire. Par contre, 1' ensemble chambre de culture, 
conduits de liaison, reservoirs de milieux et autres 
constituera un kit de culture a usage unique dans le cas 
d'une utilisation en clinique humaine. 

30 Par ailleurs, le reconditionnement du bioreacteur 

apres une culture cellulaire, dans le cadre d'une 
utilisation de type laboratoire, se fait par une digestion 
proteique avec une solution d' acide chlorhydrique Molaire 
suivie d'un ringage ultra pure, d'une re-sterilisation. 

35 

Selon le mode de f onctionnement du bioreacteur de 
1' invention et conformement aux figures 2 et 7, le milieu 
nourricier riche Fl est introduit au niveau de la parol 
d' extremite superieure de I'enveloppe dans la zone (CI) 
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(module ou compart intent CI) de la chambre de culture 
comprise entre ladite parol et la membrane plane filtrante 
a seuil de coupure de I'ordre de 0,01 |j.m a 7 jitm, par 
I'ouverture de la pompe PI situee sur le conduit de 
5 liaison reliant la chambre de culture au reservoir Rl 
contenant ledit milieu Fl alors que la pompe P3 situee sur 
le conduit de liaison reliant la chambre de culture au 
reservoir R3 contenant le milieu nourricier de base F3 est 
a 1' arret. De plus, la pression p3 regnant dans la zone 

10 (C3) (module ou compart iment C3) de la chambre de culture 
situee entre la parol d'extremite inferieure de 
I'enveloppe et la membrane plane filtrante a seuil de 
coupure d'' au plus 15 KDa, est reglee par la vanne de 
centre pression notee V3 situee sur le conduit reliant la 

15 chambre de culture a I'egout de telle sorte que la 
pression pi regnant dans la zone CI de la chambre de 
culture est superieure a la pression p3 et que la pression 
p2 regnant dans la zone (C2) (module ou compartiment C2) 
soit comprise entre pi et p3 selon un gradient de 

20 pression. 

Ainsi, lors de 1' introduction du premier milieu 
liquide dynamique Fl dans la chambre de culture par 
I'ouverture de la pompe PI, les facteurs de croissance du 
milieu nutritif passent dans la zone notee Cl et au 

25 travers de ladite membrane a seuil de coupure de I'ordre 
de 0,01 jam a 7 |j.m de la chambre de culture, mais sont 
retenus par la membrane plane filtrante a seuil de coupure 
d^au plus 15 KDa, qui joue un role de barriere pour le 
passage des facteurs de croissance et des grosses 

30 proteines. 

Par consequent, les. facteurs de croissance peuvent 
migrer de part et d' autre de la membrane plane filtrante a 
seuil de coupure de I'ordre de 0,01 jam a 7 jim assurant 
leur role de stimulation de la croissance et/ou de 

35 controle de la dif f erenciation pour les cellules en etat 
de culture confinees entre les deux membranes planes de la 
chambre de culture definissant la zone C2 (module ou 
compartiment C2) de ladite chambre. 
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Conformement a la figure 4, la membrane plane 
filtrante M3 a seuil de coupure d'au plus 15 KDa confine 
les facteurs de croissance et les grosses proteines du 
milieu nutritif frais Fl dans les zones CI et C2 de la 
5 chambre de culture. Par centre, les oligo-elements dudit 
milieu nutritif Fl et les dechets de petites tallies (tels 
que, par exemple, NO, NH4'^, lactate et autres) generes par 
la culture des cellules confinees dans la zone C2 de 
ladite chambre, sont draines vers la zone C3 ou ils sont 

10 emportes vers I'egout. Le flux transmembranaire global est 
par consequent oriente de la zone CI vers la zone C3 de- la 
chambre de culture (voir figures 2 et 7) . 

Dans ce mode de f onctionnement du bioreacteur selon 
1' invention, mode appele « phase descendante », le milieu 

15 nutritif frais Fl circulant en boucle fermee perd de la 
volumetrie du fait du drainage de la solution aqueuse vers 
la zone C3 et notamment vers l'6gout. Par consequent, le 
volume de milieu nourricier Fl dans le reservoir Rl 
diminue. Les facteurs de croissance et les grosses 

20 proteines du milieu nutritif frais Fl etant confines dans 
les zones CI et C2, les dechets sont purges des zones de 
la chambre de culture vers la zone C3 et sont draines vers 
I'egout au moyen de la vanne V3 ouverte. 

Des que le volume du reservoir Rl ou vase d' expansion 

25 de. la boucle fermee vehiculant le milieu nutritif frais Fl 
atteint un certain niveau bas, le bloc de regulation- 
commande du bioreacteur programme selon une sequence 
particuliere inverse la circulation de flux. De ce fait, 
la pompe PI qui marchait passe a 1' arret et la pompe P3 a 

30 1' arret se met en marche. Et, la vanne V3 ouverte est 
alors fermee. 

Par consequent, la pression pi regnant dans la zone 
CI de la chambre de culture devient inferieure a la 
pression p3, alors que la pression p2 regnant dans la zone 
35 C2 est comprise entre pi et p3, selon un gradient de 
pression inverse par rapport au mode de f onctionnement 
precedent. Le flux transmembranaire global est alors 
oriente de la zone C3 vers la zone C2 de la chambre de 
culture (voir figures 3 et 8) . Dans ce mode de 
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f onctionnement du bioreacteur et conf ormement aux figures 
3, 8 et 5, mode appele «phase ascendante», 1' inversion de 
flux au sein de la chambre de culture permet au milieu 
nutritif frais Fl circulant dans la chambre de culture de 
5 se recharger en elements nutritifs frais provenant du 
troisieme milieu liquide dynamique F3 et de compenser les 
pertes occasionnees, entre autre I'eau, par la « phase 
descendante ». En effet, ce milieu de base (regenerant ) F3 
realimente la chambre de culture cellulaire en glucose, en 

10 eau, en oligo-elements . 

Des que le volume du reservoir Rl ou vase d' expansion 
du circuit en boucle fermee vehiculant le milieu nutritif 
frais Fl atteint un certain niveau haut, le systeme de 
controle du bioreacteur. programme selon une sequence 

15 particuliere inverse a nouveau la circulation de flux. 

Ainsi, les facteurs de croissance du fait de la 
circulation en boucle fermee du milieu nourricier riche 
Fl, c'est^a-dire du premier milieu liquide dynamique dont 
ils font parties, sont confines dans la boucle fermee et 

20 dans les zones CI et C2, et leur concentration oscille 
entre une concentration Co et Co+/-AC- Le milieu de 
culture riche est done recycle et 1 ' utilisation des 
facteurs de croissance optimisee grace a la chambre de 
culture et au bioreacteur de 1' invention- 

25 Ce systeme d' inversion de flux au sein de la chambre 

de culture permet de creer des flux transmembranaires 
presentant de faibles contraintes hydrodynamiques 
compatibles avec la fragilite des cellules cultivees. On 
obtient ainsi un systeme de flux lents « laminaires ». 

30 Cette inversion des flux peut egalement prevenir le 
colmatage des membranes filtrantes dont la perte de charge 
transmembranaire (indice mesurant la permeabilite de la 
membrane) pourra etre controlee en temps reel par des 
manometres electroniques places sur chacun des flux de 

35 milieux liquides dynamiques. 

Dans le mode de f onctionnement du bioreacteur de 
1'' invention, le deuxieme milieu liquide dynamique (F2) 
entrant et sortant au niveau de la parol laterale externe. 
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entre les deux membranes planes filtrantes de la chambre 
de culture, circule au sein de ladite chambre selon un 
circuit en boucle ouverte ou en boucle fermee suivant la 
fonction qu'il lui est attribuee, les pompes PI et P3 
5 etant a 1' arret, et sa configuration d' entree et sortie 
est fixee par la fonction qu' on veut lui attribuer. 

Selon le mode de f onctionnement du bioreacteur, 
lorsque le deuxieme milieu liquide dynamique F2 dans sa 
premiere fonction sert a inoculer les cellules a cultiver 

10 dans la chambre de culture et a les decharger apres 
culture, il fonctionne en boucle ouverte au meme titre que 
lorsqu'il sert dans sa troisieme fonction a rincer la 
chambre pour eliminer les molecules inhibitrices . Par 
centre, lorsque le milieu liquide dynamique F2 a un r61e 

15 de transfert de genes, il fonctionne en boucle fermee le 
temps de 1' inoculation et de 1' incubation. 

Dans sa premiere fonction et selon le mode de 
f onctionnement du bioreacteur conformement a la figure 6, 
le deuxieme milieu liquide dynamique F2 contenant les 

20 cellules a cultiver est inocule dans la zone C2 de la 
chambre de culture par une seringue au travers d'un septum 
biocompatible positionne sur I'une des trois branches de 
la- tubulure d' entree EF2 (de la parol laterale externe) 
dont 1' elect rovanne V2E1 est ouverte, les electrovannes 

25 V2E2 et V2E3 etant fermees. Lors de 1' inoculation dudit 
milieu, les trois electrovannes V2S1, V2S2 et V2S3 situees 
sur les trois branches de la tubulure de sortie SF2 
amenagee a 1' oppose de la tubulure d' entree EF2 sont 
fermees . 

30 Lors de la recuperation des cellules apr^s culture, 

les deux electrovannes V2E2 et V2E3 de la tubulure 
d' entree EF2 sont fermees, 1' elect rovanne V2S1 situee sur 
I'une des trois branches de la tubulure de sortie SF2 
reliee a un conduit de liaison au reservoir de 

35 recuperation des cellules cultivees, est ouverte alors que 
les electrovannes V2S2 et V2S3 des deux autres branches de 
la tubulure de sortie SF2 sont fermees. Le milieu de base 
regenerant est alors pompe par mise en route de la pompe 
P2 depuis le reservoir R2 et sert a purger le contenu du 
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compartiment C2 (compris entre les deux membranes ^ seuil 
de coupure different) dans la poche de collecte 
cellulaire. Un traitement enzymatique de type trypsine 
et/ou collagenase et/ou DNAse pourra etre employe pour 
5 destructurer la matrice extracellulaire produite par les 
cellules durant la culture pour faciliter leur ancrage. 
Dans le cadre, d'une culture de cellules hematopoietiques 
sur un macrosupport de type corallien, une acidification 
legere du milieu a pH=6.0 ou pH=6.5 permettra de dissoudre 

10 le corail et de recuperer les cellules hematopoietiques 
apres ringage. 

Dans sa troisieme fonction et selon le mode de 
fonctionnement du bioreacteur, le deuxieme milieu liquide 
dynamique F2 contenant les elements necessaires au ringage 

15 de I'espace de confinement cellulaire fonctionne en boucle 
ouverte selon le meme principe de fermeture et d'ouverture 
des electrovannes que le fonctionnement decrit ci~dessus a 
1' exception que la tubulure d' entree n' est pas munie d'un 
septum biocompatible mais est reliee par un conduit de 

20 liaison au reservoir R2 contenant ledit milieu F2 choisi. 

Lors de 1' introduction du milieu de ringage F2 dans 
la zone C2 de la chambre de culture au niveau de I'une des 
trois branches de la tubulure d' entree EF2 (de la parol 
laterale externe) dont 1' electrovanne V2E3 est ouverte, 

25 les electrovannes V2E1 et V2E2 sont fermees. Lors de 
1' introduction et de la recuperation dudit milieu de 
ringage, les deux electrovannes V2S1, V2S2 situees sur les 
deux branches de la tubulure de sortie SF2 sont fermees, 
1' electrovanne V2S3, situee sur 1' autre branche de la 

30 tubulure de sortie SF2 etant ouverte, le flux de ringage 
circulant en continu en boucle ouverte. La sortie de 
1 ' electrovanne V2S3 peut etre raccordee sur une tubulure 
menant a I'egout. L'egout est constitue d'un reservoir de 
milieu sterilise en meme temps que 1' ensemble des 

35 tubulures du bioreacteur, de ses reservoirs, de ses 
modules fonctionnels et de la chambre de culture, ce qui 
garantit la sterilite de 1 ' ecoulement . Deux f litres de 
0,22 lam pourront etre rajoutes sur ce tout a l'egout de 
fagon a augmenter la securite et a garantir la sterilite. 
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notarament lorsqu'il faudra changer "a chaud" le reservoir 
d'egout par la suite d'un trop plein. 

Dans sa deuxieme fonction et selon le mode de 
f onctionnement du bioreacteur conf ormeiuent a la figure 6, 
5 le deuxieme milieu liquide dynamique F2 contenant les 
vecteurs de transfert genique est introduit dans la zone 
C2 de la chambre de culture par I'ouverture de 
1' elect rovanne V2E2 situee sur I'une des trois branches de 
la tubulure d' entree EF2, les electrovannes V2E1 et V2E3 

10 etant fermees. Lors de 1' introduction dudit milieu, les 
deux electrovannes V2S1, V2S3 situees sur deux branches de 
la tubulure de sortie SF2 sont fermees. Ce milieu F2 
contenant les vecteurs de transfert genique circule en 
boucle fermee le temps necessaire a 1 ' inoculation et a 

15 1' incubation. Lorsque la procedure de transfert de genes 
est terminee, la boucle F2, repasse en mode de ringage tel 
que decrit ci-dessus, afin de rincer les eventuels 
vecteurs residuels. Puis, le ringage etant fini, la 
culture se poursuit selon I'alternance des phases 

20 "ascendante" et "descendante" des flux Fl et F3 . 

II convient de noter que I'un des epiphenomenes non 
desire lors de 1' inversion de flux de la phase descendante 
vers la phase montante est la possibilite que le milieu Fl 

25 soit legerement contamine par .des dechets provenant des 
zones C2 et C3. Or il s'avere que le phenomene de dilution 
rend cette possible contamination negligeable. De plus, la 
partie proximale du conduit de liaison reliant le 
reservoir de milieu de base F3 et la chambre de culture 

30 est chargee de milieu F3 frais, c'est-a-dire provenant 
dudit reservoir, seule la partie distale du conduit 
reliant la chambre de culture a I'egout, c'' est-a-dire pres 
de la vanne V3, se charge en dechets. 

La chambre de culture et le bioreacteur selon 

35 1' invention peuvent etre utilises pour la culture 
extracorporelle de cellules animales et, a ce titre, 
1' invention concerne le domaine medical. A titre 
illustratif , la chambre de culture et le bioreacteur selon 
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1' invention peuvent s'appliquer a la production de 
cellules heitiatopoietiques ou de cellules hepatiques. 

La presente invention trouve ainsi son application 
pour la culture extracorporelle de cellules de la luoelle 
5 osseuse. L' hematopoiese est le processus physiologique qui 
permet de renouveler tous les elements figures du sang 
( les cellules sanguines matures ayant une duree de vie 
limitee ) par la multiplication et la dif f erenciation 
d'une cellule primitive originelle multipotente (appelee 
10 cellule souche) capable d'engendrer tous les types 
cellulaires, cellules sanguines encore appelees elements 
figures du sang. Ce processus est sous le controle de 
facteurs de croissance hematopoletique, aussi appeles 
cytokines . 

15 La greffe de cellules hematopoietiques immatures, 

appelees progeniteurs hematopoietiques, chez un patient 
soumis a une aplasie accidentelle ou consecutive a un 
traitement anticancereux est un moyen de pouvoir relancer 
I'activite de la moelle osseuse lesee pour amercer une 

20 reprise de 1' hematopoiese . 

Ce processus implique que des progeniteurs -cellules 
a un stade precoce de developpement- soient preleves chez 
le patient par cytapherese ou directement par ponction de 
la moelle osseuse, et soient reinjectes apres culture afin 

25 que ces cellules puissent reconstituer le systeme sanguin 
et immunitaire du patient (dans le cas d'une aplasie 
complete) ou compenser la periode morbide de pancytopenie 
transitoire (phase de neutropenie, lymphopenie et 
thrombopenie) afin de permettre la reprise hematologique 

30 endogene de la victime aplasiee (dans le cas d'une 
irradiation accidentelle) , 

De meme lors d'une insuffisance hepatique aigue 
entralnant un risque vital a tres breve echeance, il est 
necessaire de pallier les fonctions hepatiques deficientes 

35 du patient par un traitement de detoxication sanguine 
extracorporelle necessitant done un grand nombre 
d'hepatocytes pour effectuer les fonctions metaboliques 
necessaires. La chambre de culture ainsi que le 
bioreacteur decrits ci-dessus peuvent permettre la 
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production de cellules hepatiques en nombre suffisant pour 
obtenir un traitement efficace et une rapidite de 
detoxication compatibles avec les contraintes 
hemodynamiques que pose la circulation extracorporelle du 
5 sang du patient. 

A titre illustratif, un bioreacteur d'un volume utile 
qui peut varier de 50 a 100 ml permet de realiser une 
culture extracorporelle de cellules animales sur une 

10 periode d''une dizaine de • jours dans le cadre de la 
production d'une biomasse cellulaire a usage de greffe 
et/ou comme moyen palliatif d'une deficience. Dans le 
cadre de la reconstitution d'un modele tissulaire organise 
et hierarchise;, les durees de culture autorisees par le 

15 bioreacteur peuvent atteindre plusieurs mois. 

Pour une greffe de cellules de type moelle osseuse 
(cellules hematopoletiques) , il est necessaire que 10^ a 
lO'' de CFU (type de cellules iramatures}/ Kg du poids du 
patient soient issues de la culture. Ce seuil clinique qui 

20 conditionne pour partie le succes de la greffe, permet 
d'estimer a 10"^° le nombre de cellules issues de la 
culture hematopoietique necessaires a la greffe* La ou les 
chambres de culture ainsi que le bioreacteur tels que 
decrits peuvent etre dimensionnes pour ce type 

25 d' application. 

Les conditions de pH, de temperature et de pression 
partielle en oxygene pour une culture des cellules 
mentionnees ci-dessus seront de I'ordre de 7,4 pour un pH 
de croissance, de I'ordre de 37,5 °C pour la temperature 

30 et une pression partielle en oxygene (en % de 
saturation) egale a 15 %, Le milieu nourricier est un 
milieu synthetique constitue de proteines ultra purifiees 
ou synthetisees et d' oligo-elements (tels que le fer, le 
selenium, la transf errine, des vitamines et autres) et 

35 d'un colorant vital. Ce milieu nourricier est enrichi par 
des facteurs de croissance qui sont des cytokines dont la 
concentration peut varier de 10 a 100 ng/ml selon les 
besoins. De plus, les cytokines peuvent etre stabilisees 
dans un etat biologiquement actif avec la presence 
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d'heparanes. Le milieu nourricier de base -regenerant- est 
commercialise sous les denominations commerciales 
suivantes, il peut etre du MEM-alpha ou du RPMI164 0 ou 
encore du IMDM. 



5 
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REVENDICATIONS 



Chambre de culture pour la culture extracorporelle de 
cellules animales, deliraitee par une enveloppe a axe 
de symetrie qui est formee d'une parol laterale 
externe, de deux parois d' extremites et d' entrees et 
de sorties de milieux liquides dynamiques, 
caracterisee en ce qu'elle comporte : 



a) au moins deux membranes planes filtrantes (Ml et 
M3) a seuil de coupure different, perpendiculaires 
a I'axe de symetrie ; 

b) entre les membranes (Ml et M3) un moyen formant 
15 support de culture biocompatible permettant 

1' adhesion des cellules en etat de culture ; 

c) deux parois d' extremites constituant des moyens de 
distribution des milieux liquides dynamiques ; 

d) trois couples d' entrees et de sorties des milieux 
20 liquides dynamiques (Fl, F2, F3) , destines a 

alimenter la chambre de culture des cellules et a 
extraire selectivement les cellules cultivees, les 
dechets resultant de leur culture et les 
nutriments en exces, deux des couples etant pour 
25 chacun d' entre eux connectes entre I'une des 

parois d' extremites et I'une des membranes, le 
troisieme etant connecte entre les deux membranes 
planes filtrantes . 

30 2. Chambre de culture selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que I'une des membranes planes 
filtrantes a un seuil de coupure compris entre 
0,01 pm et 7 lam, et 1' autre membrane plane filtrante 
a un seuil de coupure d'au plus 15 KiloDalton (KDa) . 



Chambre de culture selon 1 ' une ou 1' autre des 
revendications 1 et 2, caracterisee en ce que I'une 
des membranes planes filtrantes a un seuil de coupure 
pref erentiellement compris entre 0,2 ]im et 4 ]am et 
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1' autre membrane plane filtrante a un seuil de 
coupure pref erentiellement compris entre 10 et 
12 KDa. 



4. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que les deux 
membranes a seuil de coupure different sont distantes 
I'une de 1 ' autre d'au plus 25 mm et 
pref erentiellement entre 0,2 et 20 mm. 

5. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le moyen 
formant support de culture biocompatible permettant 
1' adhesion des cellules en etat de culture est un lit 
de macrosupports biocompatibles. 

6. Chambre de culture selon la revendication 5, 
caracterisee en ce que le lit de macrosupports a une 
epaisseur au plus egale a la distance entre les deux 
membranes filtrantes a seuil de coupure different. 

7. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 5 et 6, caracterisee en ce que les 
macrosupports presents entre les membranes ont une 
forme cylindrique, ou polyedrique ou spherique. 

8. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 5 a 1, caracterisee en ce que la 
matiere constitutive des macrosupports est choisie 
dans le groupe des matieres minerales, des matieres 
metalliques et des matieres polymeres biocompatibles. 

9. Chambre de culture selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que la matiere constitutive des 
macrosupports est pref erentiellement choisie dans le 
groupe constitue par le corail, le titane et ses 
alliages, les polyamides, les polymeres f luores . 
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Chambre de culture selon 1 ' une au moins des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le inoyen 
formant support de culture biocompatible permettant 
1' adhesion des cellules en etat de culture est une 
membrane filtrante de culture M2 placee entre les 
deux membranes planes filtrantes Ml et M3 a seuil de 
coupure different . 

Chambre de culture selon la revendication 10, 
caracterisee en ce que la membrane filtrante de 
culture M2 repose sur la membrane a seuil de coupure 
d'au plus 15 Kda. 

Chambre de culture selon I'une des revendications 10 
ou 11, caracterisee en ce que la membrane filtrante 
de culture M2 est modifiee par greffage ou par 
cocultures de cellules. 

Chambre de culture selon la revendication 12, 
caracterisee en ce que le greffage modificateur de la 
membrane filtrante de culture M2 concerne la fixation 
de ligands pour les molecules d' adherence de types 
glycoproteines, d'anticorps, de molecules proteiques. 

25 14- Chambre de culture selon la revendication 12, 
caracterisee en ce que la modification par cocultures 
de cellules se fait par formation d'un substratum a 
partir d'un premier type cellulaire qui const itue la 
premiere culture de cellules adherentes, suivie du 

30 ringage dudit substratum et de la mise en place d'un 

deuxieme type cellulaire, et optimisation des 
conditions de coculture. 



lOo 



5 



11. 

10 



12. 

15 



13. 

20 



15. Chambre de culture selon I'une au moins des 
35 revendications 10 a 14, caracterisee en ce que la 

membrane filtrante de culture M2 formant support de 
culture biocompatible a un seuil de coupure choisi 
dans I'intervalle allant de 0,01 pm a 7 pm. 
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16. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 4 et 10 a 15, caracterisee en ce 
que les membranes filtrantes Ml et M3 a seuil de 
coupure different et la membrane filtrante de culture 

5 M2 sont soutenues par des supports a mailles. 

17. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 16, caracterisee en ce que les 
faces internes des parois d'extremites de I'enveloppe 

10 a axe de symetrie constituent des moyens de 

distribution des milieux liquides dynamiques. 

18. Chambre de culture selon la r.evendication 17, 
caracterisee en ce que les faces internes des parois 

15 d'extremite sont lisses. 



19. Chambre de culture selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que les faces internes des deux 
parois d'extremites sont pourvues de stries de 
distribution des deux milieux liquides dynamiques Fl 
et F3. 



20. Chambre de culture selon la revendication 19, 
caracterisee en ce que les stries de distribution des 
25 parois d'extremites sont organisees en un reseau 

principal, ces stries etant pref erentiellement 
divergentes dans le sens de propagation des milieux 
liquides dynamiques . 

30 21. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 19 a 20, caracterisee en ce que les 
stries de distribution des parois d'extremites sont 
completees par un reseau secondaire forme de stries 
secondaires qui sont sensiblement perpendiculaires 

35 aux stries du reseau principal. 



22. 



Chambre de culture selon I'une ou 1' autre des 
revendications 19 a 21, caracterisee en ce que les 
reseaux principal et secondaire constituent un reseau 
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quadrille de propagation des milieux liquides 
dynamiques . 

23. Chambre de culture selon 1 ' une au moins des 
5 revendications 19 a 22, caracterisee en ce que les 

stries du reseau principal et/ou du reseau secondaire 
des parois d' extremites sont au contact des membranes 
a seuil de coupure different, 

10 24. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 19 a 22, caracterisee en ce que les 
stries du reseau principal ont une profondeur d'au 
plus 5 mm, une largeur d'au plus 2 mm, et le pas 
compris entre deux stries adjacentes est d'au plus 

15 2 ram. 

25. Chambre de culture selon l*une au moins des 
revendications 19 a 23, caracterisee en ce que les 
stries du reseau secondaire ont une profondeur d'au 

20 plus 2 mm, une largeur d'au plus 2 mm. 

26. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 25, caracterisee en ce que 1 ' un 
des deux couples d' entrees et de sorties Fl des 

25 milieux liquides dynamiques est connecte entre une 

parol d'extremite et la membrane Ml a seuil de 
coupure compris entre 0,01 pm et 7 pm et alimente le 
milieu de culture des cellules, en un milieu nutritif 
comportant des facteurs de croissance par la 

30 traversee de ladite membrane plane filtrante a seuil 

de coupure compris entre 0,01 et 7 ]jm. 

27. Chambre de culture selon la revendication 26, 
caracterisee en ce que le couple d' entree et de 

35 sortie du milieu liquide dynamique Fl fonctionne en 

circuit ferme selon une boucle. 



28. 



Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 27, caracterisee en ce que le 
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couple d' entree et de sortie du milieu liquide 
dynamique F2, connecte antra las deux membranes 
filtrantes, assume les fonctions d ' introduction des 
cellules a cultiver et de recuperation desdites 
cellules cultivees, de transfert de genes et de 
recuperation des cellules genetiquement modifiees, et 
d' introduction d'un liquide de ringage et 
d' elimination des molecules inhibitrices du 
developpement des cellules en culture. 



29. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 28, caracterisee en ce que 1' autre 
des deux couples d' entrees et de sorties du milieu 
liquide dynamique F3 est connecte en circuit ouvert 

15 au niveau de 1' autre parol d'extremite et alimente, 

le milieu de culture des cellules en un milieu 
nutritif depourvu de facteurs de croissance, par la 
traversee de la membrane plane filtrante a seuil de 
coupure d'au plus 15 KDa. 

20 

30. Chambre de culture selon I'une au moins des 
revendications 1 a 29, caracterisee en ce que les 
trois couples d' entrees et de sorties des milieux 
liquides dynamiques sont places dans trois plans 

25 verticaux passant par I'axe de symetrie de 

I'enveloppe, ces plans etant decales d'un angle 
d' environ 60"* entre la premiere entree et la deuxieme 
entree, et d'un angle d' environ 120 entre la 
premiere et la troisieme entree des milieux liquides 

30 dynamiques, les sorties desdits milieux liquides 

etant dans les memes dispositions angulaires. 



31. Bioreacteur pour la culture extracorporelle de 
cellules animales comprenant une chambre de culture 
35 delimitee par une enveloppe a axe de symetrie formee 

d'une parol laterale externe, de deux parois 
d'extremites et d' entrees et de sorties de milieux 
liquides dynamiques et comprenant des moyens de 
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circulation desdits milieux dans ladite chambre, 
caracterise en ce qu'il comporte : 

a) une chambre de culture desdites cellules 
5 comportant au moins deux membranes planes 

filtrantes Ml et M3 a seuil de coupure different, 
perpendiculaires a I'axe de symetrie et qu'entre 
lesdites membranes a seuil de coupure different se 
situe un moyen formant support de culture 

10 biocompatible favorisant 1' adhesion des cellules 

en etat de culture, ladite chambre etant delimitee 
par une enveloppe a axe de symetrie comprenant 
deux parois d'extremites const ituant des moyens de 
distribution des milieux liquides dynamiques et 

15 trois couples d' entrees et de sorties des milieux 

liquides dynamiques Fl, F2, F3, destines a 
alimenter la chambre de culture des cellules et a 
extraire selectivement les cellules cultivees, les 
dechets resultant de leur culture et les 

20 nutriments en exces, dont deux des couples sont, 

pour chacun d'entre eux, connectes entre 1 ' une des 
parois d'extremites et I'une des membranes, le 
troisieme etant connecte entre les deux membranes 
planes filtrantes ; 

25 b) des moyens de circulation du premier milieu 

liquide dynamique Fl selon un circuit en boucle 
fermee et un vase d' expansion Rl contenant ledit 
milieu, ces moyens etant relies a ladite chambre 
de culture ; 

30 c) des moyens de circulation du deuxieme milieu 

liquide dynamique F2 selon un circuit en boucle 
fermee ou en boucle ouverte suivant la fonction 
attribute audit milieu et un reservoir R2 
contenant ledit milieu, ces moyens etant relies a 

35 ladite chambre de culture ; 

d) des moyens de circulation du troisieme milieu 
liquide dynamique F3 selon un circuit en boucle 
ouverte et un reservoir R3 contenant ledit milieu. 
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ces moyens etant relies a ladite chaxnbre de 
culture ; 

e) des moyens de controle, de regulation, et de 
conditionnement des milieux liquides dynamiques, 
5 relies a un bloc de regulation-commande . 

32. Bioreacteur selon. la revendication 31, caracterise en 
ce que les moyens de circulation desdits milieux 
liquides Fl, F2 et F3 sont equipes respect ivement des 

10 pompes PI, P2 et P3, reliees au bloc de regulation- 

commande . 

33. Bioreacteur selon les revendications 31 et 32, 
caracterise en ce que les moyens de circulation du 

15 troisieme milieu liquide dynamique F3 sont equipes 

d'une vanne V3 reliee au bloc de regulation-commande. 

34. Bioreacteur selon la revendication 31, caracterise en 
ce que le vase d' expansion Rl contenant le milieu 

20 liquide dynamique Fl riche en facteurs de croissance 

est muni d'un f litre ayant un seuil de coupure de 
0,22 pm et d'une electrovanne VI commandee par le 
bloc de regulation-commande. 

25 35. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
31 a 34, caracterise en ce que le vase d' expansion Rl 
est muni de capteurs de niveau haut et de niveau bas 
de milieu liquide, qui servent a declencher 
1' inversion de la circulation des fluides au sein de 

30 ladite chambre de culture. 



36. Bioreacteur selon la revendication 31, caracterise en 
ce que les moyens de conditionnement des milieux 
liquides dynamiques comportent des moyens de reglage 

35 en oxygene, en temperature et en pH desdits milieux. 

37. Bioreacteur selon la revendication 36, caracterise en 
ce que les moyens de conditionnement desdits milieux 
sont des modules unitaires f onctionnels, dimensionnes 
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pour une certaine valeur de transfert de masse ou 
d ' energie theritiique . 

38. Bioreacteur selon la revendication 37, caracterise en 
5 ce que les modules fonctionnels sont des aerateurs, 

des echangeurs thermiques, des regulateurs de pH, ou 
encore des modules de dialyse, d ' ultrafiltration . 

39. Bioreacteur selon les revendications 31 a 38, 
10 caracterise en ce qu'il comporte une chambre de 

culture selon I'une au moins des revendications 1 a 
30. 

40. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
15 31 a 39, caracterise en ce que une pression pl regne 

dans la zone CI de la chambre de culture, situee 
entre la parol d' extremite superieure et la membrane 
plane filtrante a seuil de coupure compris entre 
0,01 pm a 7 jam, de ladite chambre. 

20 

41. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
31 a 40, caracterise en ce que une pression p2 regne 
dans la zone C2 de la chambre de culture comprise 
entre les deux membranes planes filtrantes a seuil de 

25 coupure different de ladite chambre. 

42. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
31 a 41, caracterise en ce que une pression p3 regne 
dans la zone C3 de la chambre de culture, situee 

30 entre la membrane plane filtrante a seuil de coupure 

d'au plus 15 KDa et la parol d' extremite inferieure 
de 1' enveloppe* de ladite chambre. 

43. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
35 31 a 42, caracterise en ce que le milieu nourricier 

riche en facteurs de croissance Fl est draine de la 
zone CI de la chambre de culture vers la zone C3 de 
ladite chambre de culture lorsque la pression pl est 
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superieure a la pression p3 et que la pression p2 est 
comprise entre pi et p3 dans la chambre de culture. 

44. Bioreacteur selon 1 ' una au moins des revendications 31 
5 a 42, caracterise en ce que le milieu nourricier de 

base depourvu en facteurs de croissance F3 est draine 
de la zone C3 de la chambre de culture vers la zone 
CI de ladite chambre de culture lorsque la pression 
p3 est superieure a la pression pi et que la pression 
10 p2 est comprise entre pi et p3 dans la chambre de 

culture. 



45. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
31 a 43, caracterise en ce que I'ouverture de la 

15 pompe PI permet 1 ' alimentation de la chambre de 

culture en milieu nourricier Fl riche en facteurs de 
croissance, la pompe P3 etant a 1' arret, et que la 
vanne V3 de contre pression est reglee de telle sorte 
que la pression pi regnant dans la zone CI de ladite 

20 chambre de culture est superieure a la pression p3 

regnant dans la zone C3 de ladite chambre, sachant 
que la pression p2 regnant dans la zone C2 est 
comprise entre les pressions pi et p3 . 

25 46. Bioreacteur selon la revendication 45, caracterise en 
ce que le bloc de regulation-commande programme selon 
une sequence particuliere inverse le sens de 
circulation des flux en arretant la pompe PI et en 
mettant en marche la pompe P3 des que le volume 

30 contenu dans le vase d' expansion Rl atteint un niveau 

bas . 

47. Bioreacteur selon la revendication 45, caracterise en 
ce que la vanne V3 est fermee. 

35 

48. Bioreacteur selon les revendications 46 et 47 
caracterise en ce que le milieu nourricier de base F3 
depourvu de facteurs de croissance permet la 
realimentation de la chambre de culture ou la 



wo 02/06441 



PCT/FROl/02358 



-45- 

pression p3 dans la zone C3 de ladite chambre est 
superieure a la pression pi regnant dans la zone CI, 
sachant que la pression p2 regnant dans la zone C2 
est comprise entre les pressions pi et p3 . 

5 

49. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
31 a 48, caracterise en ce que les pompes PI et P3 
sont a 1' arret lorsque la configuration d' entree et 
de sortie de circulation du deuxieme milieu liquide 

10 dynamique F2 est fixee en un circuit ferme ou ouvert 

selon la fonction qu'il lui est attribute. 

50. Bioreacteur selon la revendication 4 9, caracterise en 
ce que le milieu liquide dynamique F2 sert a 

15 1 ' introduction dans la chambrfe de culture des 

cellules a cultiver et a la recuperation des cellules 
apres culture. 

51. Bioreacteur selon la revendication 49, caracterise en 
20 ce que le milieu liquide dynamique F2 sert a 

1 ' introduction de vecteur de transfert de genes dans 
la chambre de culture contenant les cellules en 
culture et a la recuperation des cellules cultivees, 
gen6tiquement modifiees. 

25 

52. Bioreacteur selon la revendication 4 9, caracterise en 
ce que le milieu liquide dynamique F2 sert a 
1 ' introduction d'un liquide de ringage des molecules 
inhibitrices du developpement des cellules en culture 

30 et a 1 ' elimination desdites molecules. 

53- Bioreacteur selon la revendication 50, caracterise en 
ce que pour 1 ' inoculation dudit milieu F2 dans la 
zone C2 de la chambre de culture cellulaire au 
35 travers d'un septum biocompatible a 1 ' aide d'une 

seringue, 1 ' electrovanne V2E1 est ouverte, alors que 
les electrovannes V2E2, V2E3, V2S1, V2S2 et V2S3 sont 
f ermees . 
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54. Bioreacteur selon la revendication 50, caracterise 
en ce que pour la recuperation des cellules apres 
culture dans la chambre de culture, 1 ' electrovanne 
V2S1 est ouverte, les electrovannes V2E2, V2E3, 

5 V2S2, et V2S3 sont fermees et la pompe P2 est mise 

en route pour purger le contenu de la zone C2 dans 
la poche de collecte cellulaire. 

55. Bioreacteur selon la revendication 52, caracterise 
10 en ce que pour 1 ' elimination des molecules 

inhibitrices lorsque le deuxieme milieu F2 contient 
les elements necessaires au ringage de I'espace de 
confinement cellulaire, lors de 1 ' introduction dudit 
milieu 1 ' electrovanne V2E3 est ouverte et les 
15 electrovannes V2E1, V2E2 sont fermees. 

56. Bioreacteur selon la revendication 52, caracterise en 

ce que ce deuxieme milieu F2 de ringage circule en 
continu en boucle ouverte et que lors de 
20 1 ' introduction et de la recuperation dudit milieu de 

ringage les electrovannes V2E1, V2E2, V2S1, V2S2 
sont fermees, les electrovannes V2E3, V2S3 sont 
ouvertes. 

25 57. Bioreacteur selon la revendication 51, caracterise 
en ce que, pour 1 ' inoculation des vecteurs de 
transfert genique contenu dans ledit milieu F2 
circulant en circuit ferme dans la zone C2 de la 
chambre de culture cellulaire, 1 ' electrovanne V2E2 

30 est ouverte, alors que les electrovannes V2E1, V2E3, 

V2S1, V2S3 sont fermees. 

58. Bioreacteur selon I'une au moins des revendications 
31 a 57, caracterise en ce que le bloc de 
35 regulation-commande regoit 1' ensemble des 

informations relatives aux milieux liquides 
dynamiques Fl, F2, F3, par les moyens de controle et 
de regulation, et les informations relatives aux 
divers reservoirs, pompes, vannes et pressions 
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regnant dans les zones CI, C2, C3 de la chambre de 
culture, les gere et emet les ordres de 
f onctionnement necessaires • 
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